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論文内容要旨
 プロテインホスファターゼ(以下PPと略す)一2Cはリン酸化セリンおよびリン酸化トレオ
 ニンを特異的に脱リン酸化するプロテインセリン・トレオニンホスファターゼ(タイプ1,2A,
 2Bおよび2Cの4種類がある)の一種である。本酵素はその活性の発現のためにMg2†を必要
 とし,またPP-iおよび2Aの阻害剤であるオカダ酸による阻害を受けない。PP-2Cには,
 タンパク質レベルで2Cαおよび2Cβの2種類のアイソザイムが存在することが知られている。
 そのうち,2Cαに関してはラットのcDNAが既にクローニングされている。今回私は,マウス
 メラノサイトcDNAライブラリーより,2CβのcDNAを単離し,その全塩基配列を決定し,
 さらにこのcDNAを大腸菌に導入して,活性タンパク質の発現に成功した。また,そのmRNA
 の発現をマウス各臓器や細胞において検索し,興味ある知見を得た。
 cDNAのスクリーニングは,ライブラリーがファージ(λgt11)に構築されていたので,プラー
 クハイブリダイゼー・ション法で行った。プローブとして先に単離されている2Cαのopenread-
 ingframe(以下ORFと略す)を盟Pで標識して使用した。その結果,相異なる3種類のクロー
 ンが得られたが,塩基配列を決定したところ,そのうちの1つであるpTK-1と名付けたもの
 が,風後の解析により2Cβのタンパク質をコードしていることが明らかとなった。pTK-1の
 インサートは全長L5kbpであり,1,170bpのORFを持ちその配列から予想されるタンパク質は
 アミノ酸数390で,分子量は42,794であった。これを種差はあるが,ラット2CαのcDNAと比
 較したところ両者間には,アミノ酸配列で75%の相同性があり,2Cβの方が2Cαより8個多
 いアミノ酸をコードしていた。
 次にこのクローンが本当にPP-2Cβをコードしているのかを確認するために大腸菌におけ
 るタンパク質の発現実験を行った。大腸菌用発現プラスミドを孟roプロモーターの下流にpTK-
 1のORFを組み込むことで作成した。これを大腸菌JM109に導入し培養ののち大腸菌粗抽出
 液を調製した。その抗PP-2Cβ血清に対する免疫染色を行ったところ,対照には見られない
 3本のバンドが見られ一番高分子のものは約46,000であり.これが発現したPP-2Cβタンパ
 ク質であると考えた(低分子の2本のバンドは,分解産物であろう)。また,この発現したPP-
 2Cβタンパク質のPP活性を,大腸菌粗抽出液を用いて測定した。方法は基質として,cAMP
 依存性プロテインキナーゼによってリン酸化された卯標識ホスホヒストンを用い,この基質か
 ら脱リン酸化してくる正リン酸(艶Pi)を液体シンチレーションカウンターで測定した。Mg2+
 依存性でオカダ酸抵抗性の活性がPP-2C活性であるので,反応液(EGTAを含む)中に
 Mg2士とオカダ酸を含めた条件で測定した。その結果,有意なPP-2C活性が検出された。こ
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 れと免疫染色の結果とあわせて,PP-2Cβ発現用プラスミド導入大腸菌においてPP-2Cβ
 タンパク質が活性を保持した状態で発現されたことが明らかとなった。
 次にノーザンブロット解析によって,PP-2CβのmRNAの発現を調べた。まず成熟雄性マ
 ウスの各臓器より全RNAを採取しPP-2Cαおよび2CβのDNA断片をプローブとして行っ
 たところ,両者のmRNAの臓器分布には若干の違いが見られ,2Cβでは,脳,心筋,骨格筋
 の順に発現が強く,またそれぞれ3,5kbおよび3.Okbの2種類のmRNAが検出された。この2
 種類のmRNAの発現量比(3.5kb/3.Okb)は,0.5～0.85であり,共通することは,いずれの臓
 器でも3.5kbのmRNAが優位であることである。そこで,pTK-1のインサートの3っの異なっ
 た部分をプローブとして再度ノーザンブロット解析を行うと,ORFの3'端を用いた時のみ,
 3,5kbのmRNAの1種類が認められた。これにより,この2種類のmRNAの存在理由として,
 単一の遺伝子に2ケ所の異なる転写開始点やポリアデニル化部位があるという可能性は否定され
 たが,この2種類のmRNAが2種類の異なった遺伝子由来なのか,単一の遺伝子の選択的スプ
 ライシングによるのかは不明である。さらに分化の過程でのmRNA発現の変化を,マウス胚性
 癌腫細胞であるP19細胞を使って検討した。この細胞をレチノイン酸でニューロンに分化させ
 ると3,5kbおよび3.Okbの2種類のmRNAが見られるが,未分化細胞では3.OkbのmRNAの方
 がはるかに強い発現を示した。このメカニズムは不明だが,ニューロンヘの分化過程におけるリ
 ン酸化レベルの変動との関連の可能性もあると考えた。
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 審査結果の要旨
 細胞内タンパク質のリン酸化レベルの調節に関して,その脱リン酸化を司る酵素としてのプロ
 テインホスファターゼの研究はリン酸化酵素(プロテインキナーゼ)の研究と比較して遅れてい
 ると言わざるを得ない。中でもプロテインセリン・トレオニンホスファターゼ(以下PPと略す)
 の1っであるPP-2Cに関しては,その生理的作用も全く不明であり,その解明のためにはまず
 遺伝子構造を明らかにすることが必須であろう。
 当研究では,これまでにその遺伝子構造の不明だったPP-2Cのサブタイプの1つであるPP-2
 Cβについて,分子生物学的手法をもってそのcDNAクローニングと解析を行っている。実際の
 内容としては,まずマウスメラノサイトcDNAライブラリーよりPP-2CβのcDNAクローンの
 単離を試み,数種類のクローンを得て,プラスミドにサブクローニング後,それらの全塩基配列
 を決定している。その結果,その中の1っであるクローンpTK4がPP-2Cβのタンパク質をコー
 ドするcDNAであると結論している。続いてこのcDNAを大腸菌に導入して,活性タンパク質
 の発現を試みている。その結果,Mg2+依存性でオカダ酸抵抗性のPP活性と規定されるPP2C
 活性を持ち,抗PP-2Cβ抗体と反応するタンパク質が得られ,このcDNAが実際にマウスPP-2
 Cβをコードしていることを明らかにしている。次にPP-2CβのmRNAの発現を検討している
 が,まずマウス各臓器間に広く発現し,特に脳・心筋・骨格筋での発現が高いことを明らかにし
 ている。また各臓器に3.5kbと3.Okbの2種類のmRNAが検出され,その後の検討からpTK-1
 のインサートは3.5kb由来と結論し,3,0kbのものは同一遺伝子の選択的スプライシングの産物
 であるか,または,構造の似た異なった遺伝子産物であると結論している。次に細胞分化に従う
 mRNAの変動を調べる目的でP19細胞をレチノイン酸で処理してニューロンへ分化させたもの
 と非処理(未分化)のものの各々のmRNAの発現を見ている。その結果,分化に従って3.Okb
 優位から3.5kb優位へと変化してゆくという興味ある知見を得ている。
 PP-2CβのcDNAに関しては,ごく最近ラットでその塩基配列の報告があったのみで,当研
 究におけるマウスの塩基配列の決定とそれに続く活性タンパク質の発現およびmRNA発現の解
 析は未だ報告がない。さらに細胞分化に伴うPP-2Cβの発現パターンの変化は,細胞分化に伴
 うリン酸化状態の変化に関するこれからの研究の一助ともなり得るものである。よって本研究は
 学位授与に値するものと考えられる。
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